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Gebiet der Erfindung. 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung minde- 
stens einer. Wirksubstanz zur Prophylaxe und/oder Therapie , 

10 von einer Viruserkrankung, wobei mindestens ein© Wirksub- 
stanz mindestens sine zellulare Komponente -derart hemmt, 
dass eine Virusvermehrung gehemmt wird. Die vorliegende 
Erfindung betrifft des weiteren die Kombination mindestens 
einer solchen Wirksubstanz mi t mindestens einer weiteren 

15 verschiedenen antiviral wirksamen Substanz. zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von mindestens einer Viruserkrankung. 



\Z\/ • Hintergrund und Stand der Technik. 
20 

Infektionen mit . RNA- oder DNA-Viren stellen eine bedeu- 
tende Gesundheitsbedrohung fttr> Mensch und ;Tier dar. 
Beispielsweise gehttren infektionen mit Inf luenza-viren 
immer noch zu den grofien Seuchen der Menschheit ' und for- 
25 dern Jahr flir Jahr eine Vielzahl an Todesopfern. Sie sind 
gesamtwirtschaftlich, etwa durch krarikheitsbedingte Arbe- 
itsunfahigkeit; ein immehser Kostenf aktor . Von ebenfalls 
wichtiger wirtschaftlicher Bedeutung sind beispielsweise 
infektionen mit dam Borna Disease Virus (BDV) , das vor 
30 aiiem Pferde und Schafe befallt, jedoch auch schon beim 
Menschen isdliert wurde und hier in Zusammenhang mit neu- 
rologischen Erkrankungen gebracht wird. 
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Das Problem der Bekampfung von insbesondere RNA-Viren ist 
. die durch eine. hohe Fehlerrate ' der viralen Pblymerasen 
verursachte Wandlungsf &higkait der Vi'ren, die sowohl die 
Herstellung geeigneter Impfstoffe als auch das Entwickeln 
5 von antiviralen Substanzen sehr schwierig raacht ♦ 

Daruberhinaus hat sich gez^igt, dass die " Anwendung von 
antiviralen Substanzen, die direkt gegen Funktionen des 
Virus gerichte.t sind, zwar zu Therapiebeginn eine gute 

10 antivirale Wirkung zeigen, aber mutationsbedingt sehr 
schnell zur Selektion resistenter Varianten ftlhrt.. Bin 
Beispiel hierftir ist das anti-Inf luenza-Agens Aiaantadin 
uhd de'ssen Derivate, welches bzw. welche gegen ein Trans- 
membranprotein des Virus gerichtst ist bzw 4 sind. Inner- 

15 halb kurzer Zeit nach Anwendung bilden sich resistente 
Varianten des Virus, 

Ein wei teres Beispiel sind die neuen Therapeutika fUr In- 
fluenzainfektionen, die das Inf luenza-virale OberflSchen- 
20 protein Neuraminidase hentmen. Hierzu gehSrt beispielsweise 
■ Relanza, In Patienten wurden bereits Relanza-resistente 
Varianten gefunden (Gubareva et al., J Infect Dis 178/ 
1257-1262 , .1998) . Die Hoffnungen, die in dieses Thefapeu- 
tikum gelegt wurden, konnten s'omit nicht erftillt werden. 

25 

Auf grund * ihrer meist sehr kleinen Genome und damit verbun- 
dener begrenzter Kodierungskapazit&t fur replikationsnot- 
wendige Funktionen sind alle Viren in starkem Mafle auf 
Funktionen ihrer Wirtszellen angewiesen. Durch Einfluss- , 
30 nahme auf solche zelluiare Funktionen, die 'fiir die virale 
Replikation notwendig sind, ist es mo'glich, • die Virusre- 
plikation in dor infizierten Zelle negativ'zu beein- 
trStchtigen. Hierbei besteht ftlr das Virus nicht die 
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Moglichkeit, durch Anpassung, lnsbesondere durch Muta- ' 
tionen, die fehlende zellulare Funktion zu ersetzen, ,0m so 
dem Selektiorisdruck zu entweichen. Dies konnte am Beispiel 
deg Influent A Virus mit relativ unspezifischen Hemmstof- 
5 fen gegen .zellulare Kinasen und Methyltransferasen bereits 
gezeigt werden (Scholtissek und Mtiller, Arch Virol 119, 
111-118, 1991) . . 

Es ist bekannt, dass zellen tlber eine Vielzahl von Sig- 
10 nalubertragungswegen verfugen, mit Hilfe derer auf die 
Zelle einwirkende Signale in den Zellkern ubertragen wer- 
den. Dadurch kann die Zelle auf auJJera Reize reagieren und 
mit Zellproliferation, Zellaktivierung, Dif f erenzierung 
oder kontrolliertem Zelltod antworten. 



15 



Diesen Signaltibertragungswegen ist gemeinsam, dass si'e 
mindestens eins Kinase enthalten, welche durch Phospho- 
rylierung -mindestens ein nachfolgend signalubertragendes 
Protein aktivieren. 



20 




Bei Betrachtung der zellularen Prozesse, die nach Virusin- 
fektionen induziert werden, f indet man, dass eine Vielzahl 
von DNA- und RNA-Viren in der infizierten Wirtszelle 
definierte Signalubertragungswege aktivieren, so beispiel- 

25 sweise den sogenannten Raf /MER/ERK-Kinase-Signalubertrag- 
ungsweg oder den MEKK/SEK/JNK Signaiubertragungsweg., 
Neuere Daten zeigen, dass die Inhibition des Ras-Raf-MEK- 
ERK-signalUbertragungsweges durch' Wirksubstanzen,' welche • 
relativ selektiv eine oder mehrere der an diesem Sig- 

30 naltibertragungsweg beteiligten Kinasen, beispiel sweise die 
MEK und/dder die SEK inhibieren, die intrazellulare Verme- 

replizierenden .Negativstrang-RNA 
Viren, beispielsweiss von Influenza A Virus und Borna 
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Disease Virus (BDV) drastisch hemmen kann (PCT/DE ■ 
•01/01292; PCT /DE 02/02810). 

Es ist bekannt/.. class Viren die Apoptose der infizierten , 
5 Zelle induzieren kSnnen. Dieses konnte beispieisweise fljr 
Influenza Viren in vitro und in vivo nachgewiesen werden 
(Fesq et al 1994; Hinshaw et al 1994; Mori et al' 1995; 
Takizawa et al 1993), Welches. Virusproteih hierbei 
proapoptotisch wirkt, ist noch nicht eindeutig gekiart, 
10 nioglicherweise wird die Apoptose der Wirtszelle durch die 
Bildung von Interferon induziert (Balachandran eir. al 2000) 
oder durch proapoptotische virusproteine vde beispiel- 
sweise PB1-F2 (Chen et' al 2001), 

15 Welchen Einfluss die virusinduzierte Apoptose auf die Vi- 
rusvermehrung hat ist unklar. Teils wird angenommen, dass 
' die Freisetzung proapoptotischer Virusproteine Lymphozyten 
in die Apoptose fiihren kann und es hierdurch zu einer re- . 
duzierten Irrimunabwehr gegen die Virusinf izierten Zellen 
20 uhd zu einer . Begtlnstigung der Virus vermehrung kommen kann 
(van'Campen et al 1989; Tumpey et al 2000)- Andere ver- 
muten, dass die Apoptose der Wirtszelle tiber die hierdurch 
- ver.starkte Phagozytose die Immunreaktion gegen das Virus 
erhoht (Watanabe et al 2002) ♦ Andererseits ist bekannt> 

• 25 dass eine Uber express ion des antiapoptotisch wirkenden 
j Bcl-2 'die Virusvermehrung inhibiert (Hinshaw et .al 1994; 
Olsen et al 1996) - Im Gegensatz hierzu stehen Befunde, 
dass die Hemmung der Virus-induzierten Apoptose durch 
einen Caspase-Inhibitpr keinen Einfluss auf die Synthese 
30 von Virus-Proteinen hatte (Takizawa et al 1999) - 

Die Apoptose einer Zelle kann aufcer durch Viren auch durch 
verschiedene andere proapoptotische Mechanismen und 
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Proteine induziert werden. Gemein'sam ist diesen unter- 
schiedlichen Mechanismen und Proteinen-, dass sie eine pro- 
• teolytische zelluiare Kaskadenreihe von Cysteinyl-Pro- 

teasen, genannt Caspasen, aktivieren. Die initial ak~ 
5 tivierten Caspasen wis beispielsweise Caspase 8 und Cas- 
pase 9 aktivieren hierbei die Effektor- Kaskaden wie 
beispielsweise die Caspasen 3 und 6* Diese, wiederum spal- 
ten eine Reihe von zelluiaren Substraten und bewirkeA 
hierdurch die Apoptose der betroffenen Zelle (pbersichten 
10 bei Cohen 1997; Thornberry und Lazebnik 1998) 



Technisches Problem der Erfindung. 

Is Der- Erf irfdung liegt das technische Problem zu Grunde, 
Wirks-toffe fur pharmazeutiscbe Zusammensetzungen, welche 
verbesserte antiviraie Wirkung zaigen, sowie ein Testsys- 
tem z\xt Findung solcher Wirkstoffe anzugeben. 

20 

Der Erfindung zu Grunde- liegende Erkenntnisse, 

Es wurde ttberrascherid gefimden, dass i) Inf luenzaviren for* 
ihre Vermehrung die zellul&ren Caspasen, im besonderen 

25 Caspase 3 benOtigen und dass in Zellen ohne Caspase 3 die 
Virus-Genoin-Ribonukleoiprotein-Komplexe nicht durch die 
Poren der Kernmembran in das Zytoplasma diffundieren kon- 
nen, sondern im Kern verbleiben, ii) die Hemmung roinde- 
stens einer ; zellulMren Caspase, im besonderen die Heramung 

30 der Caspase 3 zu einer deut lichen Inhibition der Verme- 
hrung von Negativ-Strang RNA Viren, im besonderen von In- 
fluenza Viren ftihrt und iii) die Kombination eines 
Inhibitors fiir eine Caspase, im Besonderen von Caspase 3, 
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mit einer anderen antiviral wirkenden Substanz, 
beispielsweise mit einem Inhibitor fur-, eine zellulare 
Kinase, einen synergistischen Effekt auf die Heramung der 
Virusvermehrung aufweist. 

5 

Die Uberraschende Wirkung von 'Caspase- Inhibitoren auf die 
Vermehrung von Viren, im besonderen von Negativ-Strang-RNA 
viren, beispielsweise von In.f luenzaviren wird dadurch ver- 
deutlicht, das dies© Inhibition der virusvermehrung durch 
10 Hemmung der Caspase nicht verbunden" 1st mit einer Hemmung 
der Synthase von friihen und spa ten Virusproteinen (zum 
Beispiel NP Oder NS1 (fruh). noch von Matrix-Proteinen (Ml, 
spat)) und inwier noch beobachtet wurde, wenn der Caspase 
Inhibitor erst 4h nach I.nfektion zugegeben wurde. 



15 




GrundzUge der -Erfindung sowie Ausfuhrungsf ormen. ■ 

Zur Losung des teehnischen Problems lehrt die Erfindung 
20 daher die Gegenqtande der Patentansprtlche, insbesondere i) 
die Verwendung mindestens einer Wlrksubstanz, welche die 
Menge oder Aktivitat eiher zeliularen Caspase, im Beson- 
deren der Caspase 3 vermindert, zur Prophylaxe und/oder. 
Therapie einer Viruserkrankung, im Besonderen einer Virus- 
2.5 erkrankung verursacht durch Negativ-Strang RNA Viren, 

beispielsweise durch ein Influenza- virus, iij die Kombina- 
tion mindestens einer Wirksubstanz, welche die Menge oder 
Aktivitat einer zeliularen Caspase, im Besonderen der Cas- 
pase 3 vermindert, mit einer weiteren antiviralen Wirksub- 
30 stanz und die Verwendung dieser Kombination zur Prophylaxe 
und/oder Therapie einer Viruserkrankung, im Besonderen 
einer Viruserkrankung verursacht durch Negativ-Strang RNA 
Viren, beispielsweise durch ein Influenza- Virus, ill) e in 



c 
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Testsystem zur Fining einer erf indungsgemafien Wirksub- 
stanz, wobei dieses Testsystem enthait: 3) eine zellulare 
Caspase, vorzugsweise Caspase 3, welche in Kontakt ge- 
bracht wird mit einer Prtifsubstanz und gemessen wird, ob 
5 sich die Proteaseaktivitat der Caspase. durch die Prtifsub- 
stanz vermlndert, 2) sine Zelle, welche "in Kontakt ge- 
bracht wird mit einer Prtifsubstanz und gemessen wird, ob 
sich die Menge Oder Aktivitat einer zellularen Caspase, 
vorzugsweise der Caspase 3; durch die Prtifsubstanz ver- 

10 mmdert,, 3) eine Zelle, we i che mit einem Virus, vorzug- 
sweise mit einem Negativ-Strang-RNA Virus, beispielsweise 
ait einem Influenza Virus infiziert wird und zu welcher 
nachfolgend eine Prtifsubstanz hinzugegeben wird, welche in 
der *age ist/ • die Menge oder die Aktivitat eine zellularen 

15 Caspase, vorzugsweise der Caspase 3 zu vermindem und ge- 
messen wird, ob diese Prtlf substanz die Vermehrung der 
Viren in dieser Zelle hemmen kann. 

Zu den Wirksubstanzen im Sinne der vorliegenden Erfindung ' 
20 geh5ren beispi e i swe ise: 

Peptid- und Nichtpep,tid-lnhibitoren der zellularen Caspase 
. ' wie beispielsweise Z-DEVD-BMK, Ac-DEVD-CHO, 
- Ac-DMQD-CHO, 2-D (OMe) E (OMe) VD (OMe) -FMK 

Z-D(OMe) QMD(OMe) -FMK (alle vorstehenden: Fa. Alexis Bio- 
25 chemicals,, inhibitors von zellularen Caspasen, welche 
-Caspase 3 aktivieren konnen, wie beispielsweise Peptid- 
, und Nichtpeptid-lnhibitoren der Caspase 9, beispielsweise 
Z>LE (Ome, HD (OMe ) -£MK, Z-LEHD-FMK, Ac-l>EHD-CHO (alle Fa 
Alexis Biochemical), Pep tid- urid Nichtpeptid-lnhibitoren 
30 der Caspase 8, beispielsweise ZKLE (OMe) TD (OMe) -FMK 

Ac-ESMD-CHO, Ac-IETD-CHO, Z-TETD-FMK (alle Fa. Alexis Bio- 
chemicals), Peptid- und Nichtpeptid-lnhibitoren der Cas- 
pase 10, beispielsweise Ac-AEVD-CHO, Z-AEVD-FMK (beide Fa 
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Alexis Biochemicals), Peptid- und Nichtpeptid-inhibitoren 
anderer Caspasen bzw. Granzyme B und pan-Caspase Inhibi- 
toren, beispielsweise Z-VAD-FMK, Z-VAD (QMe) -FMK (beide fa. 
Alexis Biochemicals), Ac-YVAD-CHO, Z-YVAD-FMK, Z-VDVAD- 
5 FMK, Ac- LEVD-. CHO (jeweils Fa. Calbipchem) , Dominant 
negative Mutanten einer zellularen Caspase, im Besonderen 
der Caspase 3, Antisense-oiigonuk- leotide, welche sich 
spezifisch an die nNA-Sequenz Oder m-RNA Sequenz kodierend 
f ur eine zellulare Caspase anlagem und deren Transkrip- 

10 tion oder Translation inhibieren, dsRNA Oligonukleotide, 
die geeignet sind zur gezielten Degradierung der mRNAs 
einer zellularen Caspase durch die- RNAi-Technologie ent- 
sprechend der Methode, wie von Tuschl et al (Genes Dev 13: 
3191-3197, 1999) un d von 2amore et al (Cell 101; 25-33, 

15 2000) beschrieben, Antikorper oder Antikttrperfragmente' 
spezifisch fur eine zellulare Caspase,- oder Fusionsprote- 
ine, enthaltend mindestens ein Antikdrperfragment, 
beispielsweise ein Fv-Fragment, welche die Proteaseaktiv- 
i'tat mindestens einer Caspase inhibieren, Inhibitors, 

20 welche indlrekt die Expression oder die Aktivierung von 
zellular.en Caspasen, im besonderen von Caspase 3 , In- ' 
hibieren, Expression von Proteinen, welche hemmend auf 
Caspasen einwirken, beispielsweise die "cellular inhibi- 
tors of apoptosis" Proteine' cIAPl, cIAF2, das "X-lihked 
25 inhibitor, of apoptosis" Protein XIAP, das antiapoptotische 
Protein Bcl-2 oder das baculovirale Protein P 35. 

Bevorzugt erfolgt die Verwendung mindestens' einer er- 
findungsgemafien Wirksubstanz bei Viruserkrankung, die 
30 durch RNA- oder DNA-Viren, vorzugsweise Negativstrang-RfcA 
Viren, beispielsweise Inf luenza-Viren,.. oder Borna-Viren, 
hervorgerufen wird. 
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. Eine weitere Aus fuhrungs form der vorliegenden Erfindung 
betrifft ©in Kombinationspraparat zur die' Prophylaxe 
und/'oder Therapie von mindestens einer Viruserkrankung, 
enthaltend mindestens zwei antivirale Wirksubstanzen, 

5. wobei mindestens eine Wirksubstanz eine zellulSire Caspase, 
vorzugsweise die ■ Caspase 3 inhibiert und mindestens eine 
weitere antivirale Wirksubstanz . 

Zu weiteren antiviralen Wirkstoffen gehoren beispiel- 
10. sweise 1 -Adamant anamin (Amantadin) , Rimantadine, 

Neuraminidase-Inhibitoren wie beispielsweise Relenza, 

synthetische Nucleosidanaloga wie beispielweise 3-Deaza 
- adenosin und Ribavirin, antiviral wirkende Inhibitpren der 

zellularen Kinasen, beispielsweise beschrieben in den Pat- 
15 entanmeldungen PCT/de 01/01292. uhd PCT /DE 02/02810. 

Die Verabreichung des Kombinationspraparates kann als 
Mischung der Wirksubstanzen erfolgen. -Die Wirksubstanzen 
konnen pro Verabreichung jedoch auch getrennt voneinander 

20 an dem gleichen ort, beispielsweise intravenos, oder auch 
an voneinander getrennten Orten, gleichzeitig Oder auch zu 
unterschiedlichen Zejtpunkten innerhalb eines Zeitraumes, 
. in welchem die zuerst verabreiqhte Substanz noch Wirkung 
zeig't, beispielsweise in einem Zeitraum von drei .Tagen, 

25 veirabreicht warden. 

Eine. weitere Aus fuhrungs form der vorliegenden .Erfindung 
betrifft ein Testsystem zum Auffinden von Wirksubstanzen, 
welche mindestens eine zellulare Caspase, im besonderen 
30 die Caspase 3, der art hemrat, dass die Vermehrung von 
Viren, im Besonderen von Negativ-Strang RNA Viren, 
beispielsweise von Influenza Viren gehemmt wird enthal- 
• tend a. mindestens eine mit mindestens einem Virus 
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infizierbare Zelle, die entweder- mindestens eine Caspase, 
iro Besonderen Caspase 3, enthalt und mindestens e.inen die 
Zelleh infizierenden Virus Oder b. mindestens eine ait 
mindestens einem virus infizierte Zelle, die mindestens 
5 eine Caspase, im Besonderen caspase 3, enthalt. 

Zellen im Sinne der vorliegenden Erfindung sind ZeUen aus 
. unterschiedlichen Organen und Geweben, beispielsweise Zel- 
len der Blut- und LymphgefSfie, Zellen, die Kdrperhehlen 
10 auskleiden. Ebenfalls umfasst sind Zellkulturen, besoriders 
solche, welche von Zellbanken, beispielsweise der ATCC, zu 
erwerben sind, insbesonders permissive, eukaryotische 
Zellkulturen, beispielsweise A549 (Homo sapiens) , B82, NIH 
3T3, L929, alle aus ms muscuius, BHK aus Crlcetus 
cricetus, CHO aus Cricetulus griseus, MDCK 'aus Cands fa- 
miliaris, Verq, COS-1 und COS-7, alle aus. percoplthecus. 
aethiops, sowie primare Embryo-FibrOblasten aus Gallus 
Villus (CEF cells) . ' ' 



15 



20 



25 



30 



Beispielsweise wird in dem erf indungsgemafcen Testsystem 
zum Auffinden von Wirksubstanzen durch Zugabe von Substan- 
zen, vorzugsweise in Konzentrationen von 0.001 uMol bis 
100 uMol, und Viren in einer Partikelzahl, welche die aus- 
gewahlte Zelle infizieren kBnnen, gepruft, ob eine Sub- 
stanz in der Lage ist, die Virusvermehrung zu hemmen, ohne 
die Zelle zu schadigen. 

Vorzugsweise handelt es sich bei dem in dem erfindungs- 
gemaflen Testsystem verwendeten Virus urn ein'RNA- odor DNA- 
Virus, vorzugsweise urn ein Influenza-Virus. 

In einer bevorzugten Ausftlhrungsf orm enthalt die .Zelle des 
erfindungsgemafien Testsystems mindestens eine 
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uberexprimierte Caspase, im Besonderen Caspase 3, insbe- 
sqndere durch Eirifuhrung eines Oder mehrerer die Caspase . 
kodierenden Gens bzw. Gene.. Durch' diese Oberexprossion 
werden Substanzen entdeckt, welche Caspasen sowohl stark' 
5 inhibieren wie auch intrazellular zur Inhibition der iiber- 
exprimierten Caspasen eine hohe Konzentration erreichen 
kiinnen . 

Zur Kontrolle 1st in einer Zelle des erf indungsgemaflen ' 
10 Testsystems die Expression fiir mindestens eine Caspase, ' 
bevorzugt die Caspase 3, inhibiert, beispielsweise. a) 
durch die Einftthrung einer antisense DNA oder ' einer ' an- 
tisense rna oder b) durch die Einftthrung mindestens eines 
Genes kodierend ftlr mindestens eine dominant-negative Mu- 
1S tante mindestens einer Caspase. 

Eine weitere Ausftihruhgsform .der vorliegenden Erfindung 
betrif ft ein Verfahren zum Auffinden von mindestens einer 
erfindungsgemaSen Wirksubstanz zur Prophylaxe und/oder . 

20 Therapia von Viruserkrankungen, welche die . Vermehrung von 
Viren bai Viruserkrankungen hemmt, enthaltend folgehde 
Schritte: a. Inkontaktbringen mindestens eines erf indungs- 
gemafien Testsystems mit mindestens einer potentiellen 
Wirksubstanz, und b. Bestimmung der Auswirkung .aiif die 

25 Virus vermehrung. 

Inkontaktbringen im Sinne dieser Erfindung kann beispiel- 
sweise durch Zugabe der Wirksubstanzen in das Nahrmedium 
einer Zellkultur oder durch lokale oder syst.emische Vera-'- 
30 breichung der Wirksubstanzen in einen Organismus erfolgen. 

inkontaktbringen im Sinne der vorliegenden Erf indung ' urn- 
fasst- ebenf alls die nach dem Stand der Technik Ublichen 



26-MAR-2003 15-"i0 



GLBRECHT » LuKE % JUNGBLUT 



12 ■■ 



Verfahren, die das Einfuhren von Substanzen in intakte 
Zellen er'lauben, beispielsweise Infection, Transduktion, 
Transfektion und/oder Transformation, und weitere dem Fach- 
mann bekannte Methoden. Diese' Verfahren s.i-nd insbesondere 
5 bevorzugt, wenn as sich bei der Substanz urn Viren, nackte 
Nukleinsauren, beispielsweise antisense DNA und/oder an- 
tisense RNA, viroide, Virpsomen und/oder Liposomen han- 
delt, wobei Virosomen und Liposomen ebenfalls geeignet 
sind, neben einem Nukleinsauremolekttl weitere Wirksubstan- 
10 zen in, die Zelle zu bringen. 

VP Das Bestimmen der Auswirkung auf die Virusvermehrung er- 

folgt beispielsweise durch Plaque-Assays Oder Vergleich 
von Virustiter infizierter und nichtinf izierter . Zellen. 

15 

Eine weifcere bevorzugte AUsfuhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung betrifft; ein Verfahren zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Prophylaxe und/oder Therapie von minde- 
stens einer Viruserkrankung, welche die Vermehrung von 
20 Viren bei Viruserkrankungen. im wesentlichen hemmt bzw. 

hemmen, enthaltend folgende Schritte: a. Durchftlhren eines 
erfindungsgemafcen Testsystems und b. Veraetzen des/der 
aufgefundenen Wirksubstanz/en mit mindestens einem Hilfs- 
und/oder Zusatzstoff . . 
25 • 

Vorzugsweise wird die Wirksubstanz gemaa vorliegender Er- 
findung fur die lokale oder systemische Verabreichung in 
einen Organismus mit Hilfe der dem Fachmann gelaufigen 
Methoden und Hilfs- und/oder Zusatzstof fen zu einem Ar- 
30 zneimittel zubereitet. 

Geeignete Hilfs- und Zusatzstof £e, die beispielsweise der 
Stabilisierung oder Konservierung des Arzneimittels oder 
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Diagnostikums dienen, sind dem Fachmann allgemein bekannt 
(siehe z. B. Sucker H et al. (1991) Pharmazeutische Tech- 
nologie, 2. Auf lage, • Georg Thieme Verlag, Stuttgart). 
Belspiele fur solche Hilfs- und/oder Zusatzstoffe sind ■ 
5 physiologische Kochsalzlosungen, Ringer-Dextrose, Dex- 
trose, Ringer-Laktat, entmineralisiertes Wasser, Stabili- 
satoren,. Antioxidantien, Komplexbildner, antimikrobielle 
Verbinduhgen, Proteinaseinhibitoren und/oder inerte Case. 

10 Die lokale Verabreichung kann beiapielsweiae auf die Haut, 
auf die Schleimhaut, in eine KSrperhohle, in ein Organ, in 
ein Gelenk oder in das Binde- oder Stutzgewebe, durch na- 
sale Verabreichung oder durch Inhalation erf olgen. Die 
systemische Verabreichung erfolgt vorzugsweise in den 

15 Blutkreislauf, in die Peritonealhohle oder in die 
Bauchhohle. 




Die Arzneimittelzubereitung enthaltend die erfindungs- 
gema/ie Wirksubstanz richtet sich nach der Art der Wirksub- 

20 stanz und der Art ihrer Verabreichung und kann 

beispielawe.ise eine Losung, eine Suspension,, eine Salbe, 
ein Puder, eine Sprayform' oder eine. andere Inhalation- 
szubereitung darstellen. Vorzugsweise werden Nukleotidse- 
quenzen mit dem Fachmann bekannten Methoden in einen 

25 viralen Vektor oder ein Plasmid eingefiigt und mit 
• Hilfsstoffen fur die Zelltranafektion versetzt. Zu diesen 
Hilfsstoffen gehOren beiapielsweiae kationische Polymere 
oder kationische Lipide. Antisense-Oligonukleotide werden 
mit den dem Fachmann. gelaufigen Methoden derivatisiert, um 

30 sie vor dem enzymatischen Abbau durch DMAs en oder RNAsen 
zu achutzen. , 
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Die Wirksubstanz geai&fi der Erfindung kann in Form eines 
Salzes, Esters, Amids oder als eine Vorstufe vorliegen, 
wobei vorzugsweise nur Modif ikationen der Wirksubstanz 
verwendet werden, die keine uberiaafiige Toxi'zitat, Irrita- 
5 tionen oder allergische Reaktionen am 'Patienten auslosen.' 

Die Wirksubstanz wird unter steriien Bedingungen, mit 
einem physiologisch akzeptablen Tragerstoff und moglichen 
Preservative^ Puffern oder Treibmitteln, j e nach Bedarf, 
10 vermischt. -Derartige Tragerstoff e fur Arzneimittelzuberei- 
tungen sind dem Fachmann gelaufig. 

i 

Bevorzugt wird die erf imdungsgemaiJe Wirksubstanz in eirier 
eipmaligen Dosis, besonders bevorzugt in mehreren Dosen 
15 verabreicht, wobei die einzelnen Dosen die maximal toler- 
able Dosis (MTD) der jeweiligen' Wirksubstanz fur den Men- 
schen nicht Ubersteigt. Vorzugsweise wird eine Dosis 
gewahlt, welche die' Half te der MTD betragt 

20 Gema/3 der vorliegenden Erfindung kann die Verabreichung 
entweder. lokal oder systaraisch, nur an einem Tag . Oder tlber 
mehrere Tage taglich oder ari jedem zweiten Oder dritten - 
. • Tag uber mehrere Wochen erfolgen, bis eine therapeutische 
Wirkung sichtbar wird.' 



25 



Im folgenden wird die Erfindung anhand von lediglich Aus- 
fuhrungsformen darstellenden Beispielen nMher erlautert. 



30 Beispiel 1: Virusvermehrung in Wildtyp und iri Caspase 3 
. defizienten Zellen 
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Urn zu analysieren, ob Caspasen, speziell Caspase '3, eine 
wichtige Rolle in der Influenza Virus Vermehrung spielt, 
wurde die Aktivitat und Expression der Protease (n)' auf 
vier verschiedene Arte'n gehemmt: a), durch Zugabe eines 
5 zellpermeablen Inhibitors (Z-DEVD-FMK) , welcher neben an- 

• deren Caspasen bevorzugt Caspase 3 Aktivitat hemmt, b) 
durch Expression eines inhibitorischen Proteins von Cas- 
pasen, XIAP..(X-linked inhibitor of apoptosis) (Devereaux 
et al Nature, 388, 300-304, 199.7), welches unter anderem 

10 Caspase 3 hemmt, c) durch stabile Transf ektion eines Vek- 
tors, welcher eine siRNA gegen die mRNA von Caspase 3 
bildet, d) durch Untersuchung einer Zelllinia (MCF-7), 
welche caspase 3-defizient i'sfc (Janicke et al. J Biol' 
Chem, 273, 9357-9360) und die durch translate Transfek- 

15 tion mit Procaspase 3 komplementiert wurde. 

2u a) wurde w ie folgt verfahren. MDCK Zellen wurden mit 
dem Influenza A Virusstamm Bratislava/79 (Fowl Plague vi- . 
rus, FPV) mit einer Multiplizitat der Inf ektion von 1 
20 (M.O.I.-l) infiziert in Abwesenheit und Ariwesenheit stei- 

• gender Mengen des Caspase Inhibitors Z-DEVD-FMK (2, 4, 20 
40 uM, Alexis Biochemicais), welcher bevorzugt Caspase 3 ' 
hemmt.. Die der hochsten Inhibitormenge entsprechende 
Konzehtration an DMSO (2%) diente als Ldsungsmittelkon- 

25 trolle. Als.weitere Kontrolle wurde das inaktive 

Inhibitor-Analogon Z-FArEWK in einer Konzentration von AO 
UM angewendet. Nach 24h .warden die Zelltiberstande hin- 
sichtlich der Menge an neu gebildeten Viren mit ublichen 
Methoden { Plague Titration) untersucht. Parallel dazu 
,30 wurde die Wirkung des Caspase Inhibitors durch das Mafi der 
spaltung des zelluiaren Caspase Substrates PARP (Poly-ADP- 
Ribose Polymerase), welches unter anderm durch Caspase 3 
gespalteh wird (Tewari et al Cell 81, 801-809, 1995), im 
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Westen Blot von Zellysaten analysiert. Ebenfalls unter- 
sucht wurde die Wirkung des Inhibitors auf Expression 
f ruber und spater viraler Proteins (NS1, NP, Ml) im West- 
ern Blot, in einer Variation des Experiments wurde der 
5 Inhibitor' DEVD-FMK in einer Kon2entration von 40 pM 

zugegeben und bereits nach 2h nach Infektion weggewaschen 
und durch frisches Medium ersetzt, bzw. erst 4h nach In- 
fektion zugegeben. In einer weiteren Abwandlung des Ex- 
periments wurde der Breitband-Caspase Inhibitor Z-VAD-EMK 
10 vergleichend in analogen Konzentrationen sowohl in A549, 
MDCK als auch in Vearo Zellen eingesetzt. 

Zu b) wurde wie folgt verfahren. . MDCK Zellen wurden trans- 
fiziert mit einem Vektorplasmid Oder mit Plasmiden, welohe 

15 XIAP oder Propaspase 3 expriraieren . Die Transfektion wurde 
• mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 (Life 
: Technologies) nach Standardmethoden (Ludwig et al. J Biol 
Chem 276,10990-10998,2001) durchgeftlhrt. Die Transf ektion- 
seffizienzen lagen bei'ca. 60%. 24h nach Transfektion er- 

20. folgte Infektion mit dem -Influenza A Virusstamm Fowl 

Plague Virus' (FPV) mit einer Mulfciplizitat der Infektion 
von I (M.O.I. -1). Weitere 24h nach Infektion wurden die 
Titer der neu gebildeten Vireh im Zellkulturuberstand in 
Standard Plaque-Assays auf MDCK Zellen uberprtlft. Die er- 

25 folgreiche Expression der transient exprimierten Proteine - 
wurde im Western Blot verifizie'rt. 

Zu .c) wurde wie folgt verfahren. Die Lungenepithelzell- 
l'inie A549 wurde nach Standardmethoden , (Lipofect amine 2000 
30 (Life Technologies); Ludwig et al. J Biol Chem 

27 6,10990-10998,2001 ) mit dem Ve'ktor ■ psUPER transf lziert, 
welcher zur Bildung kleiner interf erierehder dsRNA Frag- 
ments in der- Zelle (siRNA) ftthrt (Brummelkamp et.al. 
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Science, 296, 550-553, 2002) . Als Inserts dientati die fol- 
genden Zielsequenzen der Caspase 3 (Genbank Accession No; 
NM004346). : TGACATCTCGGTCTGGTAC (nt 417-435), 
CTGGACTGTGGCATTGAGA (734-755) and TACCAGTGGAGGCCGACTT ■ 
5 (795-813) (Klone #113, #252 and #311) In einem weiteren 
Klon (#313) wurde eine Insertion identif iziert ♦ Somit di- 
ente dieser Klon als Negativkontrplie. Die Konstrukte wur- 
den gemeinsam mit dem Vektor pCAGI-puro trans f iziert urn 
die Zellen selektionierbar mit dem Antibiotikum Puromycin 

10 zu machen. 24h nach Transfektipn wurden die Zellen go- 
waschen und daraufhin mit Medium, welches 1 ug/ml Puromy- 
cin enthielt', inkubiert* 24h spater wurden die Zellen 
intensiv mit PBS gewaschen und neues Antibiotika-haltiges 
Medium zugegeben. Diese Prozedur wurde dann 7 Tago lang in 

15 Anwesenheit- von 0.6 ]ig/ml Puromycin wiederholt, Nach 7 
Tagen wurden die verschiedenen Zellen auf Expression der 
Caspase 3 hin untersucht. Ebenfalls nach 7 'Tagen erfolgte 
Infektion der verschiedenen Zelllinien mit dem Influenza A 
Virusstamm Fowl Plague Virus (FPV) mit einer MultiplizitSt 

20 der Infektion von 1 (M.O.I.-l). Weitere '24h nach Infektion 
wurden die Titer der neu gebildeten Vireri iiri Zellkul- 
turUberstand in Standard Plaque-Assays auf MDCK Zellen 
UberprUft. . * 

25 2u d) wurde wie folgt verfahren. Die Caspase 3-defiz'iente 
Brustkarzinom Zelllinie MCF-7 wurden transfiziert mit 
einem Vektorplasmid Oder einem Plasmiden welches Procas- 
pase 3 exprimiert. Die Transfektlon wurde mit dem Trans- 
fektionsreagenz Lipof ectamine 2000 (Life Technologies) 

30 nach Standardmethoden (Ludwig et al . j Biol chem . 

276,10990-10998,2001) durchgefuhrt. Die Trans fektionsef- 
fizienzen lageh bei ca, 50&. 24h nach Transfektion erfol- 
gte Infektion mit dem influenza A Virusstamm Fowl Plague ■ 
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Virus (FPV) mit einer Multiplizitat der Infektion von .1 
(M.0.I.=1),. Weitere 24h nach Infektion wurden die Titer 
der neu gebildeten Viren im Zellkulturuberstand in Stan- 
dard Plaque-Assays auf MDCK Zellen uberpriift. Die erfol- 
5 greiche Expression von Procaspase 3 wurde im Western Blot 
verifiziert. - 

Es wurden die folgenden Ergebnisse erhalten. 

1Q zu a) : der Caspase 3 Inhibitor Z-DEVD-FMK fUhrte Dosis- 
abhangig zur Reduktion der Influenza Virus Titer nach 24h 
bis etwa 60% Hemmung bei einer Konzentration von 40pM. 
Dlese Hemmung korrelierte exakfmit der erreichten Caspase 
; Hemmung, gemessen an der Spaltung des Caspase Substrates 

15 parp. Dies zeigt, dass das Level der Aktivitat zellularer 
Caspasen, besonders von Caspase 3 direkt mit der Effizienz 
der Virusvermehrung korreliert mid Caspase Inhibitoren zur 
Hemmung' der Influenza Verraehrung eingesetzt werden konnen. 
Die gleiche Effizienz der Hemmung der Virusvermehrung 

20 wurde mit einem pan-Caspase Inhibitor, Z-VAD-FMK sowohl in 
AS49 Zellen als auch in MDCK und Vero Zellen erreioht, 
wahrend ein inaktives Inhibitor Analogon Z-FA-FMK keine 
Wirkung zeigte. Zusatzlich wurde beobachtet, dass trotz 
der hemmenden Ef fekte auf die Virusvermehrung, Z-DEVD-FMK 

25 keinen signifikanten Einfluss auf die virusprotelnexpres- 
sion hatte. Dies ist ein Beleg dafur, dass Caspase Aktiv- 
itat spat in der Virusreplikation bendtigt wird. Dies wird 
unterstutzt "duron den Befund/ dass der Inhibitor immer 
noch wirksam die Virusvermehrung hemmte, wenn er erst 4h 

30 nach Infektion, also zu spaten Zeitpunkten des Replika- 
tionszyklus zugegeben wird. Anwesenheit von 2-DEVD-fMK in 
den ersten beiden Stunden nach- Infektion hatte bei nach- 
• folgender Entfernung keine signifikanten Ef fekte. ' 
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Zu b) : Expression des Caspase-inhibitorischen Proteins 
XIAP fUhrLe zu einer Reduktion der Influenza Virus Titer 
nach 24h von etwa 50%. Diese Reduktion korrelierte weit- 
5 esfcgehend wit der erzielten Hemmung der Caspase Aktivitat, 
gemessen an der yerminderten Spaltung des Proteins PARP, 
welche ebenfalls bei 40-50% der Effizienz der Ausgangsak- 
tivitat lag. Umgekehrt konnte durch Expression der Procas- 
pase 3 eihe gesteigerte Virus vermehrung .in den trans- 
10 fizierten Zellen beobachtet werden. Dies belegt einmal 
. menr/ dass das Level der Caspase 3 Aktivitat in Zellen 
direkt mit der Ef fizienz der Influenza Virus Replikation 
korreliert. 

15 Zu c): Western Blot Experiments, zeig ten, dass stabile Ex- 
pression verschiedener siRNA Segmente in A549 Zellen zu 
einer mehr oder weniger starken Reduktion der Protei'nlevel 
von Caspase 3 in den verschiedenen Zelllinien rtlhrte, 
wahrend Expression eines Kontroll-siRNA Segmentes keine 

20 Wirkung zeigte. Gemaft dem Grad der Reduktion der Protein- 
menge ergaben sich abgestufte Effekte auf die Influenza- 
Virus Replikation in den verschiedenen Linien, wobei das 
am starksten hemmende siRNfl. Segment. <#H3) zu einer etwa 
1.0-fachen Reduktion der Virustiter ftihrte. Das Kontroll- 

25 siRNA Segment '(#313) hatte entsprechend keinerlei Effekt 
auf die Virus vermehrung. Erwahnenswert ist hier, dass die 
starke Expressionshammung' von- Caspase 3 zu einer erhdhten 
Expression und Aktivitat der Caspase 7 in der Zelllinie 
#113 ftihrte. Dieser- als Kompensationsreaktion der Zelle zu 

30 verstehende Effekt konnte die Def ekte in der Virusverme- 
hrung jedoch nicht aufheben. 
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' Zu d) : Infektion von Wildtyp oder Vektor-transf izierten 
MCF-7 Zellen fuhrte nur zu sehr geringen litem an , 
Nachkommenviren, was anzeigt, dass die Replikationsef- 
fizienz von Influenza A Viren in diesen Caspase 
5 3-defizienten Zellen sehr gering iat. Wurde jedoch Procas- 

pase 3 durch transiente Transfektion in diese Zellen 
• eingebracht, beobacntete man. eine 30-fache Erhohung der 
Titer von Nachkommenviren, ein weitere Beleg fur die 
Wiehtigkeit yon Caspasen, besonders von Caspase 3 fur eine 
10 effiziente Influenza Virus Vermehrung. 

. Zusammenfassend kann man aus diesen Ergebnisseh den 
Schluss Ziehen, dass der Grad der Expression und Aktivitat 
v Q n Caspasen, besonders von Caspase 3 direkt rait der. Ef- 
15 fizienz der Influenza Virus Replikation korreliert. Ent- 
prechend bilden Caspasen, insbesondere Caspase 3, 
Zielpunkte fpr eine anti-Influenza Virus Prophylaxe oder 
Therapie. 



20 




t 

Belspiel 2: Mechanismus der Inhibition der Virdsvermehrung 
durch einen Caspaseinhibitor . 

Western Blot Analysen von Zelllysaten Caspase Inhibitor- 
25 behandelter Influenza Virus-inf izierter Zellen belegten, 
dass trotz. ef fizienter Hemmung der Virusvermehrung, kein 
. Effekt auf die virale Proteinsynthese ' e intra t und somit 
ein spater Schritt des Replikationszyklus, wenn die virale 
Proteinsynthese. weitestgehend abgeschlossen ist, von Cas- 
30 pase Aktivitat betroffenzu sein scheint (siehe auch Er- 
gebnisse zu a) ) . Dies wird durch Befunde unterstiltzt, die 
zeigen, dass Caspase Inhibitoren imroer noch eine ef- 
" . fiziente Hemmung der Virus vermehrung bewirken, wenn sie 



^^^^^^^^^^^^ 



26-MAR-2003 15: 13 



ALBRECHT, LUKE & JUNGBLUT 



21 




erst 4h nach Infektion, also, spat im Infektionszyklus, 
zugegeben werden, wahrend Anwesenheit der Substanzen in 
den ersten zwei Stunden' der Infektion bei nadhfolgender 
Entfernung keine Wlrkung hatte. Ein essentieller Schritt 
5 spat im Infektionszyklus von' Influenza Viren ist der Ex- » 
port neu gebildeter viraler RNA in Form yon Ribonukleopro- 
teinkomplexen (RNPs) aus dem Zellkern der infizierten 
Zelle. Ktirzlich wurde gezeigt, dass Caspase Aktivitat in. 
Zellen. zu einer Erweiterung der Kernporen fUhrt, was' 
. 10' groJJen Proteinen oder Proteinkomplexen eine freie Diffu- 
sion zwischen Zellkern und Zytoplasma . erl-aubt. (Falerio und 
Lazebnik J Cell Biol, 151, 951-959, 2000) . urn zu 
analysieren, ob Caspase Aktivitat regulierend in den Ex- 
port von viralen Proteinen oder RNPs aus dem Zellkern ein- 
15 greift und-ob dies durch freie Diffusion der Proteins, 
geschieht wurden folgende experimentelle Ansatze durchge- 
fuhrt: a) Wildtyp A549 Zellen und A549 Zellen, welche sine 
Caspase 3 siRNA tragen wurden infiziert und in Immunf luo-'" 
reszenzanalysen auf die Lokalisation der RNPs hin unter- 
.20 sucht, b) Wildtyp MDCK Zellen wurden mit dem Caspase 3 

Inhibitor Z-DEVD-EMK behandelt und , infiziert und ebenfalls- 
in Immunfluoreszenzanalysen auf die Lokalisation der RNPs 
hin untersucht, c) MDCK. Zellen wurden mi t einem Plasmid 
fur das influenza A Virus Nukleoproteln <NP) transfiziert 
25 und die Lokalisation des NP wurde in Immunf luoreszenzana- 
lysen nach . Apoptoseinduktion mit Staurosporin in An- und ' 
Abwesenheit eines Caspase Inhibitors untersucht, d) MDCK. 
Zellen wurden zur Rekonstitution von RNP Komplexen mit 
Plasmiden transfiziert, die fur das NP und die Influenza 
30 Pblymerasen PB2, RBI und PA kodieren, sowie mit einem. 
Plasmid, welches eine Influenza Virus spezif ische RNA 
Matrize exprimiert. Effekte auf die Lokalisation der RNP 
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Komplexe. wurde in An- und Abwesenheit von Caspase Inhibi-. 
toren in Immunf luoreszenzanalysen untersucht 

Zu a) wurde wie fo.lgt verfahren. A549 Zellen Oder A549 
5 Zelllinen, welche siRNA Segment #113 trugen, wurden in- 
fiziert mit dem Influenza A Virusstamm Fowl Plague Virus 
(FPV) mit einer Multiplizitat der Inf ektion von 3 . 
<M,o.l.=r3) . 5h nach Inf ektion wurden die. Zellen nach 
gangigen Methoden. (Pleschka et al Nat Cell Biol 3,' 
10 301-305, 2001) der Immunf luoreszenzanalyso mit einem 
• Ziegen ant i-NP Antiserum (Robert .Webster, ■ Memphis, USA) 
und einem anti-Ziege Texas-Red-IgG Sekundarantikorper (Di- 
anova) zugeftthrt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. 
Die Visual! si erung erfolgte mit einem inversen Fluo- 
15 reszenzmikroskop in einer Vergrofierung von 4 Ox. 

2u b) wurde wie folgt verfahren* MDCK Zellen wurden in-- 
fiziert mit dem ' Inf luenza A Virusstamm Fowl Plague Virus • 
(FPV) mit einer- Multiplizitat der . Infektion von 5 

20 .(K.O.I.-5) in Anwesenheit von DMSO (2%), dem Caspase 3 
Inhibitor Z-DEVD-FMK (40 pM, Alexis Biochemical*), dem 
inaktiven Inhibitor Analogon Z-FA-FMK (40 uM, Alexis Bio- 
chemicals) oder dem MEK Inhibitor UOl'26 (50 uM, Taros 
Coustom Biochemicals) . 5 Stunden nach Infektion wurden die 

25 Zellen nach gangigen Methoden (Pleschka et al Nat Cell 
Biol 3, 301-305, 2001) der Immunf luoreszenzanalyse mit 
einem ziegen anti-NP Antiserum (Robert Webster, Memphis, 
USA) und einem anti-Ziege. Texas-Red-IgG Sekundarantikorper 
(Dianova) zugefUhrt. Die Zellkerne wurden mit DAPI ge- 

30 farbt, Farbung des- Zytoskeletts erfolgte mit Phalloidin- 
FITC. Die Visualisierung erfolgte mit einem inversen Fluo- 
reszenzmikroskop in einer VergroSerung von 40x. 
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Zu c) wurde wie folgt verfahren. MDCK Zellen wurden trans- 
fiziert mit Plasmiden, welche fur die Influenza A Virus 
Proteine PB2, PB1, PA und NP kodieren, sowie mit einem 
Elasmid welches sine antiaense-RNA fur das Grun- 
5 fluoreszierende Protein flankiert von Influenza-Virus 
spezifischen Fromotorelementen als Matrize fur den Po- 
lymerasekomplex bildet.. Es ist bekannt, dass Expression 
dieser Plasraide zu einer Rekonstitution der RNP Komplexe 
ftlhrt; .was durch Expression des Reportergens, hier GFP, . 
10 angezeigt wird (Pleschka et al J Virol, 70, 4188-4192, 

1996) . Die Transfektion wurde mit dem Trans f ektionsreagenz 
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) nach Standardmetho- 
den (Ludwig et al., j Biol Chem 276, 10990-10998,2001) 
, durchgefuhrt. 16 Stunden nach Transfektion warden die Zel- 
15 len fur 5h mit DMSO, Staurosporin (1M) und DMSO, 
Staurosporin (1M) und Z-DEVD-FMK (40 uM) , oder 
Staurosporin (1M) und Leptomycin B (2ng/ml) behandelt. 
Danach wurden die Zellen nach gangigen Methoden (Pleschka 
et al Nat Cell Biol 3, 301-305, 2001) der Immunf luoreszen- 
20 zanalyse mit einem Ziegen anti-Np' Antiserum (Robert 

Webster, Memphis, USA) und einem anti-ziege Texas-Red-IgG 
Sekundarantlkorper (Dianova) zugefuhrt. Die Zellkerne wur- 
den mit DAPI gefarbt, Die Visualisierung erfolgte mit 
einem inversen Fluoreszenzmikroskop in einer Vergrofierung 
2.5 von 40x. 

Zii d) wurde wie folgt verfahren. MDCK Zellen wurden trans- 
fiziert mit einem Plasmid welches ftlr das Influenza A Vi- 
rus NP kodiort. Die Transfektion wurde mit dem 
30 Trans f ektionsreagenz Lipofectamine 2000 (Lif e ' Technolo- .. 
gies) nach Standardmethoden (Ludwig et al. j Biol chem ' 
276,10990-10998,2001) durchgefuhrt '. 16 Stunden nach Trans- 
fektion wurden die Zellen fur 5h mit DMSO, Staurosporin ■ 
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(1M) unci DMSO, Staurosporin (1M) und 2-DEVD-EMK (40 uM) , 
Oder Staurosporin <1M) und U0126 (40 wM) behandelt. Danach 
wurden die Zellen nach gangigen Methoden (Pleschka et al 
Nat Cell Biol 3, 301-305, 2001) der Immunf lucres zenzana- 
5 lyse ait .einem Ziegen anti-NP Antiserum (Robert Webster, 

einem anti-Ziege Texas-Red-lgG 
Sekundarantikorper (Dianova) . zugefuhrt . Die Zellkerne wur- 
den mit DAPI gefarbt, Die Visualisierung erfolgte mit 
einem inversen Fluoreszenzmikroskop in einer VergroAerung 
10 von 40x. . 

Es wurde die folgenden Ergebnisseerhalten. . " 

Zu.a): Vergleich der Localisation der RNPKomplexe (g^maJJ 
15 der Detektion mit einem Antiserum gegen das virale Nukleo- 
protem (NP) , dem Hauptbestandteil der RNPs, zeigte, dass 
in infizierten A549 Zellen welche siRNA-abhangig eine 
stark reduzlerte Expression von Caspase 3 aufweisen, die' 
, RNPs 5h nach Infektion im •zellkern zuruckgehalten werden, 
20 wanrend in Wlldtyp A549 Zellen zur gleichen zeit die'RNPs 
bereits effizient im Zytoplasma akkumulieren. Dies zeigt ' 
dass der Grad der Caspase 3 Expression mit der Wanderung- 
seffizienz der RNPs aus dem Zellkern korreliert und deutet 
an, dass dieser Effekt Caspase 3 vermittelt ist. 

25 

Zu b) : Vergleich der Lokalisation der RNP Komplexe in in- 
fizierten MDCK Zellen, welche mit ' Losungsmittel Oder ver- 
schiedenen Inhibitoren inkubiert wurden, zeigte dass die 
Wanderung der RNPs aus dem Zellkern 5h nach Infektion ef- 
30 fizient sowohl durch den Caspase Inhibitor Z-DEVD als auch 
durch den MEK Inhibitor U0126 gehemmt werden kann, nicht 
jedoch durch das inaktive Caspase Inhibitor Analogon Z-FA- 
BMK. Dies ist ein weiterer Beleg, dass Caspasen, 
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insbeeondere Caspase 3 den ef f izienten Export von RNPs aus 
dem Zellkern vermitteln. 

Zu c) : Nach transienter. Expression In unstimulie.rten Zel- 
5 len zeigte das Influenza Virus NP eine nukleare Lokalisa- 
tion. Wurde jedoch in diesen Zellen Caspase Aktivitat 
durch Zugabe des Apoptose Induktors Staurosporin induz- 
iert, fand man das Nukleoprotein uber die ganze Zelle ' 
verteilt. Dieses . "Ausbluten" aus dem Zellkern konnte ver- 

10 hindert werden durch Zugabe des Caspase 3 Inhibitors Z- 
DEVD, nicht .-jedoch durch einen Inhibitor des aktiven Kern- 
exports, Leptomycin B. Dies zeigt an, dass Caspase Aktiv- 
itat die freie Diffusion von grolJen Proteinen vermutlich 
durch ein proteblytisches Erweitern der Kernporen vermit- 

15 telt und sorait das Wandern des NP ins Cytoplasms f ordert . 

Zu d) : Nach transienter Expression der viralen Proteine 
PB2, PB1, PA und NP in mdck Zellen, welche zusatzlich aus- 
gehend von einem Plasmid eine RNA Matrize mit Influenza- 

20 Virus spezlfischen Prontotorregionen exprinaeren, die ein " 
GFP Reportergen flarikieren, fand man grtin-gefarbte Zellen 
in der Kulturschale, was anzeigt, dass in diesen Zellen ' 
intakte RNP Komplexe gebildet wurden. Sowohl GFP als auch 
die RNP Komplexe befanden sich in unstimulierten Zellen im 

25 Nukleus. Wurde jedoch in diesen Zellen Caspase Aktivitat 
durch Zugabe des Apoptose Induktors . Staurosporin induz- 
iert, fand man sowohl , das GFP als auch die RNP Komplexe' 
wiederum uber die ganze Zelle verteilt. Entsprechend kon- 
nte dieses *Ausbluten" aus dem Zellkern verhindert werden 

30 durch Zugabe des Caspase 3 Inhibitors Z-DEVD, ' nicht jedoch 
durch einen Inhibitor des aktiven Kernexports, U0126, Dies 
zeigt an, dass Caspase Aktivitat die freie Diffusion von 
sehr, grofien Proteinkomplexen vermutlich durch ein 
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proteolytisches Erweitern der Kernporen vermittelt and 
aomit das Wandem der RNPs ins Zytoplasma fordern. mter- 
essant ist hierbei auch, dass die betreffenden Ze,llen, 
belegt durch die Hemmbarkeit mit Z-DEVD-FMK, zwar Caspase 
5 Aktivitat aufweisen, jedoch ansonsten keine morpholo- . 
gischen Zeichen apoptotischer Zellen,- wie beispielsweise 
Membranaussttilpungen oder kondensierte Kerne tragen. Dies 
zeigt, dass bereits initiale Ereignlsse der Apoptoseinduk- 
tion, wie fruhe' Caspase Aktivierung ausreichen, - um den 
10 besseren Kernexport der Proteinkoraplexe zu vermitteln. 
• Voile Exekution des apoptotischen Programms ist nicht 
notig oder ware gar kontraproduktiv. 




15 Beispiel' 3: synergigtische Wirkung eines Caspaseinhibitors 
und eines Kinaseinhibitors in der Hemmung der 
Virusvenaehrung 

Es ist bekannt/ dass der Export von Influenza Virus RNPs 
20 zumindest teilweise durch aktiven Kernexport vermittelt 
wird (O'Neill et al EMBO J, 17, 288-296, 1998) und ent- 
sprechend itiit Hemmstof f en der aktiven Kernexportmaschin-. 
erie wie Leptomycin B geheirant werdeh kann. Es ist 
ebenfalls bekannt dass der RNP Export in spaten Phaseh der 
25. Replikatlon durch Henunung der Raf/MEK/ERK Kinase-Kaskade, 
unter anderem durch den MEK Inhibitor U01 2 6 gebemmt werden 
kann, wobei es sich hier urn das Interf erieren mit einem 
. aktiven Exportmechanismus handelt. (Jberraschand wurde iro 
Rahmen der Erfindung gefunden, dass der Kernexport von 
30 Influenza Virus RNPs alternativ auch durch Caspase Inhibi- 
toren gehemmt werden kann, wobei es sich hier weitestge- 
•hend um das Blockieren .eines passiven Prozesses handelt. 
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Es sollte nun geklart waren ob sich a) der Caspase- 
aktivierende Signalweg und. die Raf/MEK/ERK Kaskade Igegen- 
seitig beeinflussen und b) ob durch Hemmung des aktiven 
Exportes durch U0126 und gleichzeitiger Hemmung der ver- 
5 starkten passiven Diffusion durch Caspase Inhibitoren, 
also gewissermassen Bl'ockierung zweier alternativer Ex- . 
portmechanismen, ein synergistischer Hemmungsef fekt auf • 
die Influenza Virusreplikation erzielt werden kann , 

10 Zu a) wurde wie folgt verfahren, A549 Zellen wurden in- 
fiziert rain dem Influenza A Virusstamm Fowl Plague Virus 
(FPV) mit einer Multlplizitat der Infektion von 1 
(M.O.I.-l) in Anwesenheit von DMSO (2%), dem Caspase 3 
Inhibitor Z-DEVD-EMK (40 yM, Alexis Biochemicals) , oder 
-15 dem MEK inhibitor U0126 (40 um, Taros Coustom Siochemi- • 
. cals) , 24 'Stunden nach Infektion wurden die zellen lysiert 
und die Lysate sowohl einem anti.PARP Western Blot zur 
Bestimmung der Caspase Aktivitat als auch einem ERK Im- 
munkomplexkinaseassay nach gangigen Methoden ( (Pleschka et 
.20 al Nat cell Biol 3, 301-305, 200!) ZU r Bestimmung der Ak- " 
. tivitat des Raf/MEK/ERK Signalwegs in den infizierten und 
behandelten Zellen zugefiihrt. 

Zu b). wurde wie folgt verfahren. A549 Zellen und Caspase 
25 3-defiziente MCF-7 Zellen wurden infizierfc mit dem influ- 
enza A Virusstamm Fowl Plague Virus (FPV) mit elner Multl- 
plizitat der Infektion von. 1 (M.oil.-l) in Anwesenheit von 
DMSO (2%), dem Caspase 3 Inhibitor Z-DEVD-FMK (40 um, - 
Alexis Biochemicals) , oder dem MEK Inhibitor U0126 (40 uM 
30 Taros Coustom Biochemicals) . 9h und 24h nach Infektion 
wurden die Titer der neu gebildeten Viren im Zellkul- 
turtlberstand in Standard Plaque-Assays auf mdck Zellen 
UberprUft. 
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Es wurden die folgenden Ergebniase erhalten. 

Zu a) : Hemroung von Caspase 3 in inifizierteh Zellen fuhrte 
5 zu einer verminderten Spaltung des Caspase Substrata PARP, 
nicht jedoch zu einer verminderten Aktivierung des 
Raf/MEK/ERK Signalweges, .gemessen am Grad der Virus- 
induzierten Aktivitat von ERK im Immunkomplexkinaseassay, 
. welche weitestgehend identisch in DMSO und Z-DEVD-FMK be- 

10 handelten Zellen war. Ebenso fUhrte Hemmung von MEK durch 
U0126 in. Konzentrationen welche effizient die Virus- 
induzierte Aktiviarung von 'ERK hemmten, hicht zu einer 
veranderten Spaltung von PARP. Dies deutet an, dass die 
Caspase 3 abhangige Kaskade und der Raf/MEK/ERK Signalweg 

15 unabhangig voneinander verschiedene Prdzesse vermitteln 
die alternativ den RNP Export fordem und damit die Virus- 
vermehrung effizienter gestalten. 

. Zu b).: wurden in A549 Zellen gleichzeitig Caspasen, bevor- 

20 zugt Caspase 3, durch Z-DBVD-^cc sowie die Raf/MEK/ERK 

Kaskade gehemmt, konnte man einen synergistischen Hemmef- ' 
fekt auf die Virusreplikation sowohl nach 9h als auch nach 
.. 24h beobachten.. Damit konnte also die suboptimale 
Hemmwirkung von weniger als einer ' Zehnerpotenz durch. die 

25 isoliert angewandten Agenzien bis >l log Stufe durch Kqm- ■ 
binationsgabe verstarkt werden. In Caspase 3-defizienten 
MCF-7 Zellen hatte Z-DEVD-EMK wie erwartet keine Wirkung 
auf. die virusvermehrung, Ailerdings wurden die hareits 
geringen Titer von Nacnkommenviren aus diesen Zellen no- ' 

30 chmals durch Anwendung von U0126 gesenkt. Diese Befunde 
zeigen, dass in der Tat die Caspase Kaskade und der 
Raf/MEK/ERK Signalweg zwei alternative Prozesse zur ef- 
fizienten Unterstutzung der Virusvermehrung regulieren und 
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3. 



das gemali dieser Befunde kombinatorische Anwendung von 
Caspase Inhibitoren und von MEK Inhibitoren ideal geeignet 
ist- urn ef fizient die Vermehrung' von Influeii2a Viren zu' 
hemmen. ' , 

5 . 



• 10 




15 



20 




25 



30 
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Patentanspriiche; 

1) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von mindestens einer Viruserkrankung, 

5 dadurch gekennze.ichnet, dasa die Wirksubstanz eine zel- 
.lulare Caspase derart hemmt, dass eine Virus vermehrung 
gehemmfc wird. 

2) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach Anspruch 
10 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Caspase die Caspase 

. 3 ist. ' 

-3) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach einem der 
Ansprticho l bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
15 Wirksubstanz (en) aus nachfolgenden Wirksubstanzen aus- 
gewahlt ist b2w. sind: 

- Peptid- und Nichtpeptid-lnhibitoren der zeliularen 
Caspase 3, wie beispielsweise 
20 • Z-DEVD-FMK (Fa. Alexis Biochemicals) 
Ac-DEVD-CHO (Fa. Alexis Biochemicals) 

• Ac-.DMQD-CHO (Fa. Alexis Biochemicals) 

• Z-D(OMe)E(OMe)VD<QMe)-5MK (Fa. Alexis Biochemicals) 

• 2-D(0Me)QMD(0Me)-FKK (Fa. Alexis Biochemicals) 

25 - inhibit oren von zeliularen Caspasen, weldhe Caspase 3 
aktivieren konnen, wie beispielsweise 

• Peptid- und Nichtpeptid-lnhibitoren der Caspase 9, 
■beispielsweise 

o 2-t>E (Ome) HD (OMe) -FMK (Fa. Alexis Biochemicals)' 
30 ° 2-LEHD-FMK (Fa. Alexis Biochemicals) 

. o Ac-LEHD-CHQ (Fa. Alexis Biochemicals) 

• Peptid- und Nichtpeptid-lnhibitoren der Caspase 8, 
beispielsweise 
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o Z-LE (OMe) TD (OMe) -FMK (Fa. Alexis Biochemicals) 
o Ac-ESMD-CHO (Fa. Alexis Biochemicals) 
o Ac-IETD-CHO (Fa. Alexis Biochemicals) 
o Z-IETD-fmk (Fa. Alexis Biochemicals) 

• Peptid- und Nichtpeptid-Inhibitoren der Caspase 10, 
beispiels.weise . • 

o Ac-AEVD-CHO (Fa. Alexis Biochemicals) 
o z-AEVD-FMK (Fa. Alexis Biochemicals) 

• Peptid- und Nichtpeptid-Inhibitoren anderer Caspasen 
bzw. Granzyme B und pan-Caspase Inhibitoren, ' 
beispielsweise 

o Z-VAD-FMK (Fa. Alexis Biochemicals) 
o Z-VAD(OMe)-FMK (Fa. Alexis Biochemicals) " . 

. .; o Ac- YVAD- CHQ (Fa. Calbiochem) 
15 ° z " YVAD- FMK (Fa. Calbiochem) 

o Z- VDVAD- FMK (Fa. Calbiochem) 
o Ac- LEVD- CHO (Fa. Calbiochem) 

• - Ein inhibitorisches Peptid, im besonderen Z-VAD-FMK 

Oder Z-DEVD-FMK 
20 - Ein Nichtpeptid Inhibitor von Caspasen 

• - dominant negative Mutante einer Caspase 

- Antisense-Oligonukleotid, welches sich spezifisch an 
die DNA-Sequenz oder mRNA-Sequenz kodierend fur eine 
zellulare Caspase anlagert und deren Transkription • 

2b bzw. Translation hemmt- ein Proteinen, welches 

hemmend auf Caspasen einwirkt, beispielsweise die 
"cellular inhibitors of apoptosis" Proteine clAPl, 
, CIAP2, das -X-linked inhibitor of apoptosis" Protlih 
XIAP, das antiapoptotische Protein Bcl-2 pder das' 

30 baculovirale Protein p35 

- dsRNAOligonukleotide, die geeignet sind aur geziei- 
ten Degradierung der mRNAs einer zell.ularen Caspase 
durch RNAi-Technologie; 
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- Antikdrper oder Antik6rperf ragment, spezifisch fUr 
eine Caspase oder ein Fusionsprotein, enthaltend 
mindestens ein Antikdrper fragment, beispielsweise ein 
Fv-Fragment; das die Protease aktivitat einer Caspase 
5 hemmt . 

4) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach einem der 
AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Vi- 
ruserkrankung durch RNA- oder DNA-viren, vorzugsweise-. 

10 Influenza-viren, hervorgerufen wird. 

5) Kombinationspraparat zur Prophylaxe und/oder Therapie' 
von mindestens einer Viruserkrankung, enthaltend minde- 
stens zwei antivirale Wirksubstanzen, wobei mindestens 

15 eine antivirale Wirksubstanz ausgewahlt aus den Wirksub- 
stanzen gemaB Anspruch 3, wobei das Kombinationspraparat 
in Form eines Gemisches oder als einzelne Koroponenten - 
. zur gleichzeitigen oder zeitlich unterschiedlichen An- 
wendung an gleichen oder unterschiedlichen Orten anwend- 

20 bar. ist. 

ft 

6) Kombinationspraparat zur Prophylaxe und/oder Therapie 

einer Viruserkrankung, enthaltend mindestens. eine Wirk- . 

substanz gemaB einem der Ansprliche l)-5) und mindestens 

61116 antiviral wirkende Substanz, die ein Kinaseinhibi- 
tor ist 

7) Kombinationspraparat zur Prophylaxe und/oder Therapie 
einer Viruserkrankung, enthaltend mindestens eine Wirk- 
substanz gemaJl einem der Anspruche l)-5) und mindestens 
eine antiviral wirkende Substanz, die ein 
l -Adamant anamin, Rimantadine, ein Neuraminidaseinhibitor 
oder ein Nukleosidanalogon wie Ribavirin ist 



25 
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8) Wirkstof f oder Kombinationspraeparat nach einem der An- 
spruche l)-7) fur die Prophyllaxe und/ oder Therapie 
einer Infektion ait Negativstrang-RNA Viren, im beson- 
5 deren Influenza Viren oder Bornaviren 



9) Testsystem zum Auffinden von Wirksubstanzen, welche 
entweder auf mindestans eine zellulare Caspase, im Be- 
10 sonderen auf Caspase 3 derart einwirken, dass eine. Vi- 
rus vermehrung g'ehemmt wird ', enthaltend 

a. mindestens eine nit mindestans einem Virus infi.zier- 
bare Zelle, die mindestens eine zellularen Caspase 
und mindestens einen die Zellen infizierenden Virus 

15 oder 

b. mindestens eine .mi t mindestens einem Virus infizierte 
Zelle, die mindestens eine zellulare Caspase enthalt , 



20 



10) Testsystem nach Anspruch 9), dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei dem Virus urn ein RNA- oder DNA- Virus, 
vorzugsweise urn ein Influenza-Virus handelt. 

11) Testsystem nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Zelle mindestens eine uberexprim- 
ierte Caspase, im Besonderen Caspase 3, enthalt. 

12) Testsystem nach einem der Anspruche 9 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass es eine Zelle enthalt, in welcher 
mindestens ein Gen kodierend fur mindestens eine domi- 

30 nant negative Mutante mindestens einer- Caspase ex- 
primiert ist. 



25 
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13) Test system nach einem der Ansprtiche 9 bis 12 dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Zelle enthait, in der die ' 
Expression fur mindestens eine Caspase, ira besonderen 
der Caspase 3, inhibiert ist. 

5 

. 14) Verfahren zum Auffinden von mindestens einer Wirksub- 
stanz zur Prophylaxe und/oder Therapie. von Viruser- 
krankungen, welche die Vermehrung von Viren bei 
. Viruserkrankungen im wesentlichen hemmt bzw. hemmen, 
10 enthaltendfolgende Schritte; ' . ' * 

a) Inkontaktbringen mindestens eines ■ Testsystems nach 
einem der Ansprtiche 9 bis 14 mit mindestens einer 
potentiellen Wirksubstanz, und 
. . b) Bestimmung der Auswirkung auf die Virusvermehrung. 

15) Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe und/oder Therapie einer Viruserkrankung, . 
welches die Vermehrung von Viren bei Viruserkrankungen 
im wesentlichen hemmt, enthaltend folgende Schritte- 
20 a) Durchftihren eines Testsystems nach einem der An- 
sprtiche 9 bis 15, und 
b) Versetzen des/der aufgefundenen Wirksubstanz/en mit. 
mindestens einem Hilfs- und/oder : Zusatzstoff. 

25 16) Verwendung zumindest eines Caspase Inhibitors, insbe- 
sondere eines Caspase 3 Inhibitors, zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Prophylaxe 
und/oder Behandlung einer viralen Infektion, insbeson- 
dere einer Infektion mit einem rna negativstrang Vi- . 

30 rus, vorzugsweise einer Influenza Infektion. 

17) Verwendung nach Anspruch 16/ wobei die pharmazeutisclie 
Zusammensetzung zusatzlich zumindest einen weiteren 
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antivi.ralen Wirkstoff enthalt, welcher kein Caspase 
Inhibitor ist, insbesondere einen Inhibitpr einer oder 
mehrerer zellularer Kinasen. 



10 




15 



18) Kombinationspraparat, insbesondere zur Behandlung 
einer viralen Infektion, enthaltend zumindest einen 
Caspase Inhibitor sowie einen weltere antiviralen 
Wirkstoff, welcher kein Caspase Inhibitor ist, insbe- 
sondere ein Inhibitor einer oder mehrerer zellularer 
Kinasen, jeweils in physiologisch wirksamer Dosis, 
sowie galenische Hilfs- und Tragerstof f e, wobei der 
Caspase Inhibitor und der weitere antiviral© Wirkstoff 
in Mischung oder in separaten galenischen Herrichtun- 
gen, bestimmt zur gleichzeitigen oder in bel'iebiger 
Folge- aufeinanderfolgenden Gabe, vorliegen'kSnnen. 




19) Verwendung oder Kombinationspraparat nach einem der • 
Anspruche 16 bis 18, wobei der Caspase Inhibitor aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus dem Substan- 
20 zen nach Anspruch 3 und Mischungen splcher. Substanzen. 



20) Verwenduhg oder Kombinationspraparat nach einem der 
AnsprUehe 16 bis 19, wobei der weitere antivirale 
Wirkstoff ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus 
"Neuraminaseinhibitoren, Nukleosidanaloge-, 
1-Adamantan'amin, Rimantadine,' Ribavirin, Relenza, 

3- Deazaadenosin, mf.k Inhibitoren, insbesondere aus den 
Stoffgruppen der Butadien-Derivate, . Flavenderivate und 

.* Benzamid-Derivate, 2- (2-Amino-3-methoxyphenyl) - 

4- Oxo-4H-(l)benzopyran, U0126, PD18453, PD98059, in- 
hibitoren einer Kinase des NF-kB Signalubertragungsweges, 
z.B. nichfc -steroidals antl-inf lammatorische, die -NF-kB 
Aktivierung inhibierende Substanzen wie beispielsweise 
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PhenylalkylsSurederivate wie beispielsweise Sulindac oder 
Derivate von Sulindac wie Sulindac- Sulfoxid, .Sulidac- 
Sulfon, Sulindac-. Sulfid, Benzylamid Sulindac-Analoga, 
Salicylsaurederivate, wie beispielsweise Salicylsaure oder. 
Acetylsalizylsaure, Salicylamid, Salacetamid, Ethenzamid, . 
Diflunisal, Olsalazin oder Salazosulfapyridin, Curcumin, 
Antioxidantien. wie Pyrrolidine-dithiocarbam'ate (PDTC), 
Oxicame wie beispielsweise Firoxicam, Vitamin E und Deri- 
vate hiervon, wie beispielsweise Fentamethyl- 
hydroxychroman (PMC), 17 beta Oestradiol und Deri vat© 
hiervon, Polyphenole des Tees wie beispielsweise (-) - 
epigallocatechin-3-gallat (EGCG), Bayli-7182, Peptide, 
welche die Interaction von mindestens zwei Komponenten des 
NF-kB signalubertragungsweges inhibieren, beispielsweise 
an NEMO bindende Peptide, Inhibitoren des Proteosoms, 
beispielsweise PS-341 und Lactacystin, An- 
"tisense-Oligonukleotide, welche sich spezifisch an die 
DNA-Sequenz oder m-RNA Sequenz kodierend 'fur eine Kompo- 
nente des . NF-kB Signalubertragungsweges anlagern und deren 
Trans kription oder Translation inhibieren, beispielsweise 
Antisense Nukleotidsequenzen spezifisch fur p65 oder pso. 
Dominant negative Mutanten einer Komppnente des NF-kB Sig- 
nal Obertragungsweges, dsdligonukleotide, die geeignet sind 
zur gezielten Degradierung ' dor mRNAs einer Komponente des 
NF-kB signalubertragungsweges durch die RNAi-Technologie. 
Antikorper oder Antikorperfragmente spezifisch fttr eine 
Komponente des NF-kB Signaliibertragungsweges, oder Fusion- 
sproteine, enthaltend mindestens ein Antikorperfragment, 
beispielsweise ein Fv-Fragment, welche mindestens eine 
Komponente des NF-kB Signalabertragungsweges inhibieren, 
Kinase-inhibierendes Fiavdn-Derivat oder Banzpyran- 
Derivat; Kinase-inhibierendes Derivat des 
4H- 1-Benzopyran; Flavopiridolrierivat ; 
2- (2~Amino-3-roethoxyphanyl) -4-oxo-4H- (1) benzopyran; 
7, 12-.Dihydro-indolo- (3,2-d) (1) Benzazepin-6 (58) -on; 
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70H-Staurosporin und/oder ein Phosphokinase-inhibier- 
endes Derivat des 70H-Staurosporin; Butyrolacton; 
Roscovitine; Purvalanbl A; Emodin; Anilinoguin-azolin; 
Phenylaminopyrimidin; Trioylimidazol; Paullon; 
[4- (4-Fluorophenyl) -2- ( 4-methylsulf inylphenyl) -3- { 4-py 
ridyDlH-imidazol; (1, 4-Diamino-2, 3-dicyano-l, 4-bis 
• (2aminophenylthio) butadien; Kinase-inhibierendes 
Derivat das Butadien; 

[2-2' -Amino-3' -methoxyphenyl) -oxa- naphtalen-4-on) ; 

[2- (2-Chlpr-4-jod-phenylamino)-N-cyclo- 
propylmethoxy-3, 4-dlf luor benzamid; CEP-1347 (KT7S15) 
bis-ethylthiomethyl;. Tetrapyrrolisches Makrocyclen; 
Pyrimidonderivat; 3-Aminomethylen~indolin-Derivat; 
Pyrazolo (3,4-b) pyridin-Perivat ; Pyrazol-Derivat; . 
1,4-substituiertes Piperidinderivat ; • lipoides Ammoni- 
umsalz; dominant negative Mutants einer Kinase eines 
zellularen Signaltibertragungsweges; 

Antisense-Oligonukleo- tid, welches sich spezifisch an 

die DNA-Sequenz Oder mRNA-sequenz kodierend far eine 

Kinase eines zellularen Signalubertragungswages an- 

lagert und deren Transkription bzw. Translation hemmt; 

dsOligonukleotide, die geeignet sind zur geziehlten 

Degradierung der mRNAs von Kinasen eines zeliularen 

Signalubertragungsweges du.rch RNI-Technologie; 

Antikorper oder Antikorperf ragment, spezifisch fur 

eine kinase oder ein Fusionsprotein, enthaltend minde- 

stensein Antikorperf ragment, beispielsweise ein Fv- 

Fragment, das die Kinaseaktivitat eines Kinasemoduls 

hemmt; und/oder Peptid, das die Interaktion von minde- 

stens zwei, vorzugsweise unmittelbar nacheinander ak- 

tivierbarer, Kinasen eines zellularen 

Signalttbertragungsweges hemmt und Mischungen solcher 
Substanzen" . 
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21) Verfahren zum Screenen nach prospektiven antiviralen 
Wirkstoffen mit den folgenden Verf ahrensschritten; 

a) eine Zelle enthalten eine Caspase/ insbesondere 
Caspase 3, wird mit einem Virus, insbesondere einem 
RNA negativstrang Virus, vorzugsweise einem Influ- 
enza Virus infiziert, 
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b) 



die Zelle wird mit einem oder mehreren prospektiven 
Wirkstoffen- kontaktiert, 



c) es wird die virale Replikation in der 2elle * 
15 bastimmt, 

d) ein Wirkstoff Oder sine Wirkstof fniischung wird ae- ' 
lektiert, wenn die in stuffe e) gemessene virale 
Replikation niedriger 1st als bei Durchflihrung der 
Stufen a) bis c) , jedoch ohne . prospektiven Wirkstoff 
Oder mit inaktivem Wirkstoff, 



e) optional wird ©in selektierter Wirkstoff mit eirier 
mit einem Virus infizierten Zelle, welch© keine Cas- 
25 j, pase, insbesondere keine Caspase 3, exprimiert oder 

erithalt, kontaktiert und die virale Replikation ge~ 
messen, wobei der wirkstoff weiterhin selektiert 
wird, wenn die Messung der viralen Replikation keine' 
signiflkante Veranderung gegentfber einer Messuhg bei 
Kontaktierung dieser infizierten Zelle mit einem 
inaktiven Wirkstoff oder ohne Wirkstoff ergibt. 
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wobei die Stufen a) und b) in beliebiger Reihenfolgo 
Oder gleichzeitig, und wbbei die StUfen a) bis d) ein- 
erseits und die Stufe e) andererseits in beliebiger 
Reihenfolge oder gleichzeitig erfolgen kSnnen'/ 
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